PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETY INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 
A61K 317205 



Al 



(11) Numero de publication intemationale: WO 00/51596 
(43) Date de publication Internationale: 8 septembre 2000 (08.09.00) 



(21) Numero de la demande intemationale: PCT/BE00/00021 

(22) Date de dep6t international: ler mars 2000 (01.03.00) 



(30) Donnees relatives a la priorite: 

9900144 2 mars 1999 (02.03.99) 



BE 



(71)(72) Deposant et inventeur: MESSADEK, Jallal [BE/BE]; 2, 
place des Beguinages, B-4000 Liege (BE). 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EE, ES, FI, 
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU f SD, 
SE, SG, SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, 
UZ, VN, YU, ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, 
MW, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, 
BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Publico 

Avec rapport de recherche Internationale. 



(54) Title: ANTITHROMBOTIC USE OF GLYCINE BETAINE 

(54) Titre: LA GLYCINE BETAINE POUR SON USAGE ANTITHROMBOTIQUE 

(57) Abstract 

The invention concerns the use of glycine betaine to eliminate physiopathologica! vascular diseases. The invention concerns the 
curative and preventive activity of glycine betaine in the pathogenesis of thromboembolic and hemostatic diseases of arterial or venous 
origin. Glycine betaine has a preventing activity by inhibiting the formation of thrombi and a curative activity inhibiting the proliferation 
of thrombi by eliminating them. The invention is characterised in that glycine betaine does not present any risk of haemorrhage or allergy 
contrarily to molecules and treatments currently used. The invention also concerns the use of glycine betaine as anticoagulant for blood 
preservation. 

(57) Abrege* 

L'invention consiste en 1'utilisation de la glycine b6taTne pour eliminer les atteintes physiopathologiques vasculaires. L'invention se 
rapporte a V activity curative et preventive de la glycine betaine dans la pathogdnie des maladies thrombo-emboliques et hdmostasiques 
d'origine artdrielle ou veineuse. La glycine betalfne a une activity preventive en empechant la formation des thrombi et une activity curative 
empechant la proliferation des thrombi en les detruisant. L'inter&t de l'invention reside dans le fait que Putilisation de la glycine b6tame 
ne presente aucun risque hemorragique ou allergique par opposition aux moldcules et traitements actuellement utilises. L'invention consiste 
egalement en Tutilisation de la glycine b6taine comme anti-coagulant pour la conservation du sang. 
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L A GLYCINE BETAINE POUR SON USAGE ANTITHROMBOTICS. 



L'invention consiste en l'utilisation de la glycine betaine pour eliminer les atteintes 
physiopathologiques vasculaires. L' invention se rapporte a 1' activite curative et preventive de 
la glycine betaine dans la pathogenie des maladies thrombo-emboliques et hemostasiques 
d'origine arterielles ou veineuses. 

La glycine betaine a une activite preventive en empechant la formation des thrombi et 
une activite curative empechant la proliferation des thrombi en les detruisant. L'interet de 
Tinvention reside dans le fait que Putiiisation de la glycine betaine ne presente aucun risque 
hemorragique ou allergique par opposition aux molecules et traitements actuellement utilises. 



ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les thromboses vasculaires sont une reponse de l'organisme face a l'agression de la 
paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est l'activation 
localisee de la coagulation avec constitution d'un thrombus. 

L'interet suscite par cette pathologie ces dernieres annees a permis d'incriminer 
plusieurs facteurs : 

- Le vaisseau , la paroi vasculaire et les cellules endothelials 

- Le role des elements figures du sang 

- Les systemes de coagulation, de fibrinolyse, et leurs inhibiteurs. 

II existe plusieurs types de thromboses qui peuvent survenir au niveau des arteres, des 
veines, de la microcirculation des organes, des cavites du coeur et des surfaces artificielles en 
contact avec le sang. Les thromboses vasculaires sont une reponse de l'organisme a l'agression 
de la paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est une 
masse organisee d'elements sanguins (plaquettes, globules rouges et globules blancs), de fibrine 
et d f autres proteines plasmatiques, qui est deposee a la surface ou qui obstrue la lumiere du 
systeme vasculaire. Les mecanismes de la thrombose ressemblent a ceux de Themostase, mais 
sont pathologiques par leur localisation intravasculaire anormale. 

Les thromboses et les embolies sont la cause principale des complications cliniques des 
maladies cardio-vasculaires et de 1'atherosclerose. 

D'apres Virchow, au moins trois types de facteurs thrombogenes determinent la 
localisation, l'extension et la regression d'une thrombose : 

- Les facteurs hemodynamiques et rheologiques; 

- La lesion endothelial; 
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- L' activation des constituants du sang, en particulier des plaquettes et de la coagulation 
qui aboutit a la formation de thrombine. 
La maladie thrombo-embolique, d'origine arterielle ou veineuse reste une des causes principales 
5 de deces dans les pays developpes. 

La thrombose arterielle est souvent due a une rupture de la plaque d'atherosclerose 
alors que la thrombose veineuse result e du deficit d'un inhibiteur de la coagulation (AT III ) ou 
d'un deficit d'un activateur de la fibrinolyse (proteine S et/ou proteme C) ou plus frequemment 
d'une stase.En effet, si tous les deux resultent d'une interaction entre le sang et la paroi 
10 vasculaire, la formation d'une thrombose veineuse et/ou par une anomalie de Fhemostase. La 
thrombose arterielle est le plus souvent secondaire a une anomalie parietale et implique 
principalement les plaquettes sanguines. Elle contribue a une large variete de tableaux cliniques 
selon les lits arterieis interesses par V interruption de la vascularisation. La thrombose peut 
atteindre principalement les arteres cardiaques (coronaires), les arteres des membres inferieurs, 
15 cerebrates ou digestives. Ainsi, la maladie arterielle favorise la formation du thrombus lui meme 
responsable de la majorite des occlusions vasculaires terminates. De plus la participation du 
desordre de Themostase et du thrombus forme a d'autres lesions vasculaires est manifeste : 
aggravation des lesions de la paroi, ischemie et troubles de la microcirculation. 

On peut distinguer trois strategies therapeutiques dans la prevention des accidents lies 
20 aux thromboses. 

Les anticoagulants. Us constituent Felement majeur de la prise en charge d'un patient 
presentant une affection thrombo-embolique. L'heparine et ses derives sont couramment 
utilises. Cependant, Tutilisation des heparines peut engendrer deux complications majeures, 
l'hemorragie ou la thrombopenie. 

25 

Les anti-vitamines K (AVK). Prescrites pour des traitements au long cours, elles ne 
peuvent etre utilisees dans Furgence et ne peuvent etre prescrites simultanement avec d'autres 
anti-agregants dont elles potentialisent r effet hemorragique. 

30 Les anti-agregants plaquettaires. Prescrits pour prevenir la thrombose arterielle liee a 

Patherosclerose. Actuellement les principaux inhibiteurs du fonctionnement plaquettaire 
prescrits sont : Faspirine, la ticlopidine, le dipyridamole, et certains anti-inflammatoires non 
steroidiens comme le flurbiprofene et la prostacycline. Ces traitements possedent une reelle 
efficacite toute en presentant des eflfets indesirables sur les patients a terrains allergiques ou 

35 hemorragiques. 

Tous ces traitements malgre leur efficacite necessitent des precautions particulieres 
dans leurs utilisations, telles que 1' administration d'antidotes, les problemes de surdosages et 
les efFets secondaires non desirables. Ces traitements impliquent un suivi necessaire des 
patients, du notamment aux problemes hemorragiques qui peuvent survenir pendant ou apres 
40 la medication ainsi qu'aux eventuelles incompatibilites avec d'autres medicaments. II etait done 
interessant de trouver une molecule a haut potentiel antithrombotique sans effets indesirables. 
De maniere tout a fait surprenante la glycine betaine est apparue comme possedant un haut 
potentiel therapeutique dans le traitement des thromboses. 

45 La glycine betaine ou betaine de formule (CH3)3N CH2 COOH est une 

molecule connue pour ses proprietes osmoprotectrices ainsi que pour ses utilisations 
cosmetiques et pharmaceutiques. Diverses applications pharmaceutiques de la betaine sont 
connues et en particulier I'utilisation de la betaine pour le traitement de Thomocysteinurie 
cause de troubles cardio-vasculaires ( L. & B. Wilken J. Inher. Metab. Dis. 1997 ). Ainsi les 
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patients souffrant d'homocysteinurie, une anomalie genetique, presenters de maniere 
prematuree des troubles atherosclerosiques et thrombo-emboliques ( SH. Mudd & al. The 
metabolic and molecular bases of inherited disease, 1995 ), ainsi que des maladies cardio- 
5 vasculaires ( Mc Cully . Atherosclerosis Rev 1 1, 1983 ). L'homocysteinurie est une deficience 
hereditaire dont la forme homozygote est rare. On estime que la prevalence de la forme 
heterozygote est de 1 pour 200 dans la population generate. 

L'homocyteinurie est due a des taux eleves d'homocysteine dans le plasma des patients 
atteints. V administration de la betaine permet d'abaisser la concentration d'homocysteine dans 
10 le sang. 

Dans la publication WO 95 / 157 50, L'auteur afin de prevenir les desordres vasculaires 
chez les patients homocysteinuriques propose I'usage dans ses ingredients de la betaine. 

La publication WO 98 / 19690 s'interesse egalement aux patients souffrant d'un taux 
d'homocysteine eleve dans le sang. L' usage de la betaine entre autres ingredients est destine a 
15 reduire le taux d'homocysteine dans le sang, etant etabli que Fhomocysteine est un facteur 
positif de risque dans 1' occurence des maladies cardio-vasculaires, ainsi que dans la maladie 
d' Alzheimer. 

La publication EPO 347 864 decrit 1' usage de la betaine parmi ses ingredients afin de 
lutter contre l'augmentation dans le plasma humain des groupes sulfhydryls dus a la cysteine 
20 ainsi qu'a 1'homocysteine, et ainsi inhiber la formation des plaques d'atherosclerose. 

Cette activite anti-atherosclerosique est connue et largement documentee. Ces 
publications s'interessent a I' activite de la betaine sur le metabolisme des Iipides ( Zapadnyuk 
& al. Biol. Med. 1987 ) ainsi que sur celui du cholesterol ( Panteleimonova & al . Farmakol. 
Toksikol , Moscow 1983 ). 
25 La publication WO 97 38685 decrit 1' utilisation de la betaine et de la taurine afin de 

traiter les complications resultant de Tischemie dans certains organes. L'ischemie est un arret 
localise de la circulation sanguine et ne represente qu'une des pathologies dues a la thrombose. 

La publication EPO 781 554 decrit dans ses exemples rexperimentation sur des coeurs 
enuclees, c'est a dire des coeurs extraits et isoles du systeme vasculaire. L'utilisation de la 
30 betaine pour ses proprietes osmoprotectrices et antiradicalaires connues permet ici aux auteurs 
de revendiquer son role protecteur du muscle cardiaque. 

D'autres formes de betai'nes ont ete proposees ( WO 97 / 06795 ) sans egaier a ce jour 
F activite et les performances de la glycine betaine. 

35 Aucune de ces publications ne devoile T activite de la glycine betaine vis a vis de la 

thrombose veineuse et/ou arterielle, ni son activite anti-agregante et anticoagulante. 

La glycine betaine dans le cadre de la presente invention peut etre utilisee pour diverses 
applications cliniques telles que : 

40 

Thromboses coronariennes et thromboses veineuses 

- Infarctus, angine de poitrine, anevrisme, embolie pulmonaire, phlebite 

- Les embolies cerebrales 

les chocs post-traumatiques d'origine chirurgicale ou non. 
45 - La prevention des accidents de microcirculation dans les cas suivants : hemophilic, 

chimiotherapie, age, contraception orale par les oestrogenes, obesite, tabagisme, 
prothese. 

La prevention des risques lies a Tadministration des produits de contraste ioniques 
et non ioniques. 
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MATERIELET1VIETHODE 

5 

A/ Principe de la thrombose induite par laser, 

(Seiffge D. et aL, 1989 ; Weichter W. et al., 1983) 

Dans ce modele, la lesion de la paroi vasculaire est induite par un faisceau laser. Ce 
10 faisceau entraine une lesion limitee de rendothelium vasculaire (seulement 1 a 2 cellules sont 
detruites). La mise a nu du sous-endothelium, surface thrombogene, amene Fadhesion des 
plaquettes par Tintermediaire de la glycoproteine lb. Cette adhesion des plaquettes est suivie 
par leur activation. Elles forment des pseudopodes et secretent le contenu de leurs granules. 
Cette activation entraine l'apparition de la glycoproteine Ilb-IIIa necessaire a Tagregation des 
15 plaquettes entre elles. Cette lesion est induite au niveau de la microcirculation mesenterique du 
rat. Elle est immediatement suivie par la formation d'un thrombus (quelques secondes). Ce 
thrombus qui grossit rapidement, sous 1'effet du flux sanguin, embolise avant de se former a 
nouveau. 

20 Dans ce dispositif revaluation de l'effet de la glycine betaine a ete mene conjointement 

a 1' etude de deux molecules pharmacologiquement actives utilisees comme reference: Tacide 
acetylsalicylique et Theparine ( de bas poids moleculaire ). L'evaluation a egalement porte sur 
Tactivite de la glycine betaYne par rapport aux effets prothrombotiques induits par les 
produits de contraste. 

25 

B/ Thrombose induite par stase. 

Une laparotomie est effectuee pour degager la veine cave inferieure sur laquelle on 
pratique une ligature a To, a To + 2h injection sous cutanee de la glycine betaine, a To + 6h 
30 prelevement du caillot. 

CI Protocole experimental. 

Pour ces etudes on a utilise des rats Wistar males. Leur poids est compris entre 200 et 
35 250 grammes. Apres une periode de stabulation de 8 jours, les rats sont soumis a un jeune de 
12 heures. lis sont ensuite anesthesies, la glycine betaine est administree par voie sous cutanee 
et le mesentere (laser ) ou la veine cave ( stase) sont degages aux fins des experimentations. 



40 



45 
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EXEMPLES: 



Exemple 1 : Evaluation du nombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.33 ±0.58 


2±0 


Glycine betaine 5nig/kg 


2±0 


1 ±0 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


1 ± 1 


0,33 ± 0,58 


Heparine 2 mg/kg 


2,67 ±0,58 


1 ±0 



La glycine betaine reduit d'une fa<?on significative le nombre d'emboles et le temps 
d'embolisation apres alteration vasculaire par des tirs lasers. Ces resultats demontrent sa 
puissante activite anti-thrombotique. 



Exemple 2 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee 

( E. Dejana. Bleeding time in rats . Thrombosis. Rech. 1982 ) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101.52 ± 5.7 


Glycine betaine 5mg/kg 


95 ±5 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


276,67 ± 20,82 


Heparine 2 mg/kg 


313,33 ±20 



Les resultats montrent que la glycine betaine maintient le temps d'hemorragie provoquee dans 
les valeurs du temoin negatif. La glycine betaine en plus de son activite anti-thrombotique 
n'engendre pas de risques hemorragiques comparativement aux temoins positifs. 
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Exemple 3: Evaluation de I'agregation plaquettaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 



5 ( Cardinal & Flower. Pharmacol. Method. 1980 ) 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Glycine bet am e 5mg/kg 


0.66± 1.15 


1.66± 1.15 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


2,33 ± 2.08 


2± 1 


Heparine 2 mg/kg 


4.33 ±0.57 


2.66 ±0.50 



Les resultats demontrent 1'activite anti-agregante de la glycine betaine. 



10 

Exemple 4 : Evaluation de reflet de la vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrement des plaquettes 





o 

Nombre de plaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


788 ± 30.14 


Glycine betaine 5mg/kg 


804.67 ± 20.03 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


855.33 ± 63.17 


Heparine 2 mg/kg 


777.33 ± 6.43 


b/ Denombrement des globules blancs 




Nombre des globules 
blancs (10 9 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.03 ±0.20 


Glycine betaine 5mg/kg 


4.43± 0.32 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


4.33 ± 1.00 


Heparine 2 mg/kg 


5.80±0.10 
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c/ Denombrement des globules rouges 





Nombre des globules 
12 

rouges (10 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


6.56±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg 


6.19 ±0.25 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


6.15 ± 0.31 


Heparine 2 mg/kg 


6.20 ±0.20 



Le denombrement des elements figures du sang reste dans les valeurs du temoin negatif 
et demontre Finnocuite de la glycine betaine 

Exemple 5 : Bilan biologique 

a/ Temps de Quick 





TQ (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


17 ± 1 


Glycine betaine 5mg/kg 


16.9 ± 1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


18.33 ±2.08 


Heparine 2 mg/kg 


29.50 ± 0.52 



b/ Temps de cephaline activee (TCA) 





TCA (secondes) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


20.5 ± 0.5 


Glycine betaine 5mg/kg 


39.9 ± 1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


27.26 ± 1.1 


Heparine 2 mg/kg 


39.46 ± 1.36 
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c/ Dosage du fibrinogene 

5 





riDrinogene (g/l) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


2.45 ±0.19 


Glycine betaine 5mg/kg 


1.7±0.1 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


2. 19 ±0.33 


Heparine 2 mg/kg 


2.13 ±0.25 



d/ Dosage de raIpha.2-Antiplasmine (a2AP) 

10 





a2AP(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


30. 16 ±0.85 


Glycine betaine 5mg/kg 


29.7 ± 0.68 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


29.36 ±0.92 


Heparine 2 mg/kg 


29.4 ± 1.01 



d Dosage de TAntithrombine III (AT III ) 

15 





AT HI (%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


86 ±3 


Glycine betaine 5mg/kg 


89.5 ± 1.37 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


85.33 ±3.51 


Heparine 2 mg/kg 


77.66 ± 1.52 
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Example 6: Evaluation de I'activite de ia glycine betaine en fonction du temps 



Groupes experimentaux : Le produit est teste a 5 mg/ kg 

Thrombose induite par laser 



Controle 
Groupe I 
Groupe II 
Groupe HI 
Groupe IV 



NaCl 0,9% 

Le produit est injecte 1 heure avant V experimentation 
Le produit est injecte 2 heures avant 1' experimentation 
Le produit est injecte 24 heures avant 1' experimentation 
Le produit est injecte 48 heures avant V experimentation 



a) ElTet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur le Temps d'Hemorragie Provoquee. 



Groupes 


T.H.P ( second es ) 


NaCl 0.9% 


110 ± 21,2 


1 


105 ± 26,2 


n 


145 ± 15,52 


m 


115,5 ± 14,2 


IV 


120 ± 10,13 



b) Effet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur ia thrombose arterielle induite par 
faisceau laser 



Groupes 


Nombre de tirs 


Nombre d'emboles 


duree 
d'embolisation 
( minutes ) 


NaCl 0,9 % 


2,5 ± 0,84 


5,7 ±1,5 


2,1 ±0,69 


I 


3,49 ± 1,07 


1,8 ± 1,44 


0,51 ±0,5 


II 


3,0 ± 1,5 


1,4 ± 1,18 


0,3 ± 0,23 


m 


2,50 ± 1,25 


1,99 ±0,4 


1,00 ±0,5 


IV 


2,7 ± 1,0 


2,2 ± 0,69 


1,5 ±0,6 
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c) Effet du produit teste ( 5 mg/kg) sur Pagregation plaquettaire induite ex vivo. 



Groupes 


Amplitude ( Ohms ) 


Velocite 
( Ohms / minutes ) 


NaCI 0,9 % 


24,23 ± 0,5 


14,4 ±2,3 


I 


11,33 ±3,08 


8,2 ± 0,2 


n 


13,2 ±3,5 


9,3 ± 1,8 


m 


12,7 ±4,1 


8,7 ±1,3 


IV 


13 ±2,8 


8,7 ± 1,15 



5 



d) Evaluation de V effet de la glycine betaine sur les facteurs de coagulation 
apres administration repetitive sur 5 jours de traitement. 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 
«'» 


Temoin non traite 


21,25 ± 2,3 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 
( 5 mg/kg/j ) 


39,3 ± 2,3 


19,8 ± 1,2 


2,2 ±0,1 



10 

Exemple 7 : Evaluation de I'effet de la glycine betaine sur la thrombose veineuse 
induite par stase. 

a) Effet de la glycine betaine sur le poids du caillot 

15 





Poids du caillot ( mg ) 


Temoin non traite 


4,033 ± 2 


Glycine betaine 
( 1 mg/kg ) 


3,1 ±0,4 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg ) 


1,63 ± 0,76 


Glycine betaine 
( 5mg/kg ) 


0,76 ± 0,4 
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b) Evaluation de Pellet de la glycine betaine sur le plasminogene 





Plasminogene 

% 


NaCl 0,9 % 


2,7 ± 0,33 


Glycine betaine 
( 5 mg / kg ) 


1,66 ± 0,58 


Glycine betaine 
<2,5mg/kg) 


2 ±0,15 


Glycine betaine 
( 1 nig / kg ) 


2,44 ± 0,58 



c) Evaluation de Peffet de la glycine betaine sur la coagulation 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 
g/1 


Temoin non traite 


30,2 ± 2,7 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 


29,1 ±2,3 


16,2 ± 1,2 


2,63 ± 0,3 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg) 


31,2 ±2,6 


16,6 ±0,7 


2,2 ±0,17 


Glycine betaine 
( 5 mg/kg ) 


33,5 ± 1,9 


15,6 ±0,4 


2,32 ± 0,33 



d) Evaluation de Teffet de la glycine betaine sur les facteurs de coagulation 





Anti Xa 
unite / ml 


AntiUa 
unite / ml 


Glycine betaine 
( 5 mg / kg ) 


0,35 ±0,15 




Glycine betaine 
( 2,5 mg/kg ) 


0,14 ±0,10 




Glycine betaine 
( 1 mg / kg ) 


0,08 ±0,1 
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Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
declenchees par les tirs lasers. En effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant les tirs 
lasers diminue 1'adhesion des plaquettes et leur agregation au niveau vasculaire. 
5 Le traitement avec la glycine betaine inhibe ies complications thrombo-emboliques. En 

effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant l'induction de la thrombose, a montre un haut 
potentiel antithrombotique au niveau de tous les parametres entrant en jeu dans le processus 
de la formation du thrombus. De plus, les resultats des parametres biologiques demontrent la 
parfaite innocuite de la glycine betaine qui contrairement aux produits de reference utilises 

10 (aspirine et heparine), n'induit aucun effet hemorragique ni d'effet secondaire indesirable. Ces 
caracteristiques conferent a la glycine betaine, en plus de son efficacite demontree, la 
particularity de pouvoir etre administree aux personnes a risque hemorragique ainsi qu'aux 
personnes qui present eraient des risques de sensibilite ou d'allergie face aux traitements 
antithrombotiques conventionnels (hemophiles, allergiques). La glycine betaine ne provoquant 

15 de thrombopenies ou desordres hemorragiques (exemples 2 & 4). Le resultat experimental de 
Pexemple 5, c, demontre une consommation du fibrinogene . 

II est a noter que, dans les memes conditions experimental, pour la conservation du 
sang la glycine betaine est apparue comme possedant un haut pouvoir anti -coagulant 
20 comparativement a des tubes heparines ou contenant de TE.D.T.A. Les doses actives de 
glycine betaine sont apparues entre 3 et 5 mg par tube a hemolyse.Ce resultat experimental 
demontre un haut potentiel anticoagulant de la glycine betaine. L'utilisation de la glycine 
betaine comme anticoagulant peut etre revendiquee, tant pour le traitement du corps humain in 
vivo, que pour la conservation du sang ex vivo. 

25 

Evaluation de Pactivite de la glycine betaine vis a vis des produits de contraste. 

Dans le cadre de la recherche sur les effets anti-thrombotiques et dans le souci de 
completer l'approche de l'efficacite de la glycine betaine, nous avons evalue 1'effet de la 

30 glycine betaine sur Faugmentation des risques thrombo-emboliques lies a l'utilisation des 
produits de contraste connus pour leurs pouvoirs prothrombotiques. L'interet represents par 
l'utilisation de ce modele est qu'il permet I'observation directe de la formation du thrombus au 
site de la lesion vasculaire. Ces resultats expliquent 1' apparition d' occlusions thrombotiques 
lors des angioplasties, surtout chez des patients, dont F endothelium est deja endommage ou 

35 lese. L'angioplastie coronaire cause une denudation de Pendothelium, exposant le collagene, 
l'elastine et les cellules musculaires lisses au sang circulant, en analogie avec le modele de 
thrombose experimental utilise. Ainsi, V apparition de nouveaux thrombi est plus elevee chez 
des patients presentant un infarctus du myocarde recent ou une plaque coronaire excentrique. 
L' administration des produits de contraste, diminue le nombre de globules blancs, le 

40 nombre de globules rouges et le nombre de plaquettes. Les produits de contraste interagissent 
avec les leucocytes, induisent la liberation de leukotrienes, augmentent la permeabilite 
vasculaire et exercent un effet chimiotactique. De plus, les produits de contraste agissent sur le 
controle de V expression de la P-selectine et provoquent 1' adhesion des globules blancs a 
Tendothelium vasculaire . II a ete demontre que l'utilisation des produits de contraste etait 

45 associee avec l'apparition de thrombi d 'importance variable en fonction du produit utilise. 

Deux produits de contrastes ont ete etudies : Hexabrix® (ionique) et Iopamidol ® (non 
ionique) 
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Exemple 8 : Evaluation du nombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers et administration des produits de contrastes. 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.33 ±0.58 


2±0 


Hexabrix® 


8±1 


3.67 ±0.58 


Iopamidol® 


11.67± 0.50 


6.33 ± 0,52 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4± 1 


2± 0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


5.33 ±0.58 


2.33 ± 0.48 



Exemple 9 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee (THP) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101.52±5.7 


Hexabrix® 


195 ± 13.23 


Iopamidol® 


128 ±7.64 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


150 ±5 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


111 ±6.60 



Exemple 10: Evaluation de Fagregation plaquettaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Hexabrix® 


6± 1 


5.66 ±0.57 


Iopamidol® 


15 ± 2.64 


12.33 ± 0,50 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


2± 1 


5 ±0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


4.66 ±0.52 


9.33 ±0.8 
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Exemple 11 : Evaluation de I'effet de la glycine betaine vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrement des plaquettes 

5 





o 

Nombre plaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


788.33 ±30.14 


Hexabrix® 


620 ± 10 


Iopamidol® 


585.67 ±23.54 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


669.67 ± 7.37 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


704.33 ± 92.33 


b/ Denombrement des globules blancs 




Nombre globules blancs 

(io 12 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


5.03 ± 0.20 


Hexabrix® 


2.96 ±0.21 


Iopamidol® 


3.06 ±0.35 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4.20 ±0.1 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


3.9 ±0.3 


c/ Denombrement des globules rouges 




Nombre globules rouges 

(io 9 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


6.56 ±0.15 


Hexabrix® 


5.43 ±0.47 


Iopamidol® 


5.5 ±0.36 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


6.5 ±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


6.6 ±0.19 
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Exemple 12 : Bilan biologique 
a/ Temps de Quick 



10 





TQ (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


17± 1 


Hexabrix® 


24.13 ± 1 


Iopamidoi® 


28.1 ±0.75 


Glycine betaine Smg/kg + 
Hexabrix® 


16.36± 0.56 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidoi® 


17.83 ± 1.2 



b/ Temps de cephaline active (TCA) 



c/ Dosage du fibrinogene 





TCA (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


20.5 ± 0.5 


Hexabrix® 


49.3 ± 1.85 


Iopamidoi® 


41.33 ±0.8 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.4 ±0.61 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidoi® 


22.4 ± 0.7 





Fibrinogene (g/I) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


2.45± 0.19 


Hexabrix® 


1.49±0.18 


Iopamidoi® 


1.5 ±0.8 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


1.7 ±0.09 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidoi® 


1.9±0.1 
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d/ Dosage de I'alphu.Z-AntipIasmine (a2AP) 





a2AP(%) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


30.16 ±0.85 


Hexabrix® 


23.26 ± 1.06 


Iopamidol® 


25.23 ± 0.95 


Glycine betaine 5rag/kg + 
Hexabrix® 


25.66 ±0.64 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


28.13 ±0.8 



e/ Dosage de rAntithrombine III (AT HI ) 



10 





ATIH(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


86.3 ± 3 


Hexabrix® 


81.63 ±0.66 


Iopamidol® 


70.6 ± 1.51 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


79.1 ± 1.05 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


87.26 ± 0.9 



Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
15 associees a Putilisation des produits de contrasts En effet, ce traitement avec la glycine 
betaine, avant ou pendant 1' injection des produits de contraste, diminue 1' adhesion des 
plaquettes et leur agregation au niveau vasculaire .Ces resultats demontrent T effet anti- 
thrombotique et thrombolytique de la glycine betaine. II est a noter que les produits de 
contraste peuvent avoir d'autres effets secondaires telle que la stase sanguine au niveau des 
20 catheters et les lesions endothelials causees par les procedures d'administrations elles- 
memes. La glycine betaine remedie a ces effets indesirables. 



25 
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5 CONCLUSION 

La glycine betaine possede les memes, voire de meilleures, caracteristiques 
therapeutiques que les anticoagulants et les anti-agregants etudies (acide acetylsalicylique et 
l'heparine ), tout en ne presentant aucun effet indesirable. 

10 

Les performances superieures en terme d'efficacite therapeutique de la glycine betaine 
par rapport a ces deux molecules ( acide acetylsalicylique et heparine ) incitent a la formulation 
d'un medicament ayant pour principe therapeutiquement actif la glycine betaine. Ce 
medicament etant destine au traitement des thromboses et des affections thrombo-emboliques. 

15 

Selon les resultats exposes ce medicament revendique aussi les indications 
anticoagulant, anti-agregant et fibrinolytique. L'innocuite demontree de cette molecule permet 
d'envisager des traitements a long terme sans pour autant necessiter une surveillance 
biologique. 

20 

L'interet de 1' utilisation de la glycine betaine reside dans le fait qu'elle agit a plusieurs 
niveaux de Themostase a savoir au niveau de Tagregation plaquettaire, au niveau de la 
coagulation et au niveau fibrinolytique. Cette activite est durable et evite des administrations 
repetitives ce qui constitue une amelioration notable par rapport aux traitements existant. 
25 L' administration de la betaine n'induit aucun risque hemorragique, ni autres effet s secondaires 
( ex : thrombopenie induite a Theparine ) ce qui constitue une avancee majeure en therapeutique 
antithrombotique. 
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REVINDICATIONS 

5 

1. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 
les thromboses non induites par l'homocysteinurie. 

2. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 
les affections thrombo-emboliques non induites par l'homocysteinurie. 

10 3. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de la coagulation du sang chez un patient. 

4. Utilisation de la glycine betaine pour Tobtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de 1'agregation plaquettaire chez un patient. 

5 Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a lyser 

15 un thrombus. 

6. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a 
traiter les thromboses chez les sujets a risque hemorragique. 

7. Utilisation de la glycine betaine comme agent anticoagulant pour la 
conservation du sang ex- vivo. 

20 8. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a 

contrecarrer les effets thrombo-emboliques induits par les produits de contraste. 

9. Utilisation de la glycine betaine selon la revendication 8, caracterisee en ce qu'elle 
puisse etre simultanement administree avec des produits de contraste a un patient. 

10. Utilisation de la glycine betaine comme principe actif selon Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'une quantite efficace de glycine betaine est associee 

a un support, vehicule ou excipient pharmaceutiquement acceptable. 
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